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論文内容要旨
 増殖性腎炎発症機序における補体の関与を明らかにすることを目的として,精製ヒト補体成分,
 とくに活性型C5b-9の培養メサンギウム細胞(GMC)mitogenesisに対する影響を検討した。
 正常ヒト血清より山本らの方法に準じてC5b6を分離精製し,Hammerらの方法に従ってヒト
 C7,C8,C9を精製した。精製補体各成分の活性,機能的純度の確認はreac七ivelysisを用いて
 おこなった。96wellプレート中であらかじめ静止期としたnearconfluenceな状態の継代培養
 ラット(異種)あるはヒト(同種)GMCに,精製したヒトC5b6,C7,C8,C9を順次添加して
 GMC上に精製活性型C5b-9(AC5b-9)を形成,作用させた。AC5b-9の単独刺激後,0.5%非働
 化FCSの存在下で24時間培養した後3H-thymidineのラットあるいはヒトメサンギウム細胞へ
 の取り込みを液体シンチレーションカウンターで測定し,そのmitogenesisとして評価した。ま
 た,AC5b-9刺激後,PDGFあるいは20%非働化FCS存在下で24時間培養しラットあるいはヒ
 トGMCへの3H-thymidineの取り込みを測定することにより,PDGFあるいは20%非働化
 FCSによるmitogenesisに対するAC5b-9刺激の影響を検討した。その結果,(1)AC5b-9単独刺
 激はラット(異種)およびヒト(同種)GMCのmitogenesisに影響しなかった。(2)ラット(異
 種)GMCに対して,AC5b-9は添加C9濃度依存性にPDGFあるいは20%非働化FCSによる
 mi七〇genesisをさらに促進した。このことはsublyticな,かっ至的濃度のAC5b-9刺激が加えら
 れた場合,このAC5b-9刺激とPDGF刺激あるいは20%非勧化FCS刺激との間にmitogenesis
 促進作用に関する相乗効果があることを示す。一方,ヒト(同種)GMCではモノクローナル抗
 C5b-9抗体を用いた間接酵素抗体法でその細胞上にAC5b-9の形成が確認されたにもかかわらず,
 AC5b-9は添加C9濃度4.7×106～3.0×108有効分子/mlの範囲内でPDGFあるいは20%非勧化
 FCSのmi七〇genesisに対して有意な影響を及ぼさなかった。すなわち,ヒトGMCはヒトAC5b-
 9刺激に対して抵抗性を有することが示された。
 ヒト有核細胞はヒト補体に対する種々の補体制御機構を有することが知られており,ヒト
 GMCが示したAC5b-9刺激抵抗性の理由の一つとして補体制御機構が影響している可能性が考
 えられた。そこで制御機構の一つであり,C5b-9のC9重合を拮抗的に阻害するCD59のヒト
 GMCでの発現をモノクローナル抗CD59抗体を用いた間接蛍光抗体法で半定量的に観察した。
 その結果(3)ヒトGMCはAC5b-9刺激前,静止期より既に弱いが明らかにCD59を発現しており,
 その発現はAC5b-9刺激後増強することが判明した。すなわち,ヒトGMCを用いた実験での
 AC5b-9刺激はヒトGMCがCD59などの補体制御機構を有するために至的濃度以下で経過して
 いた可能性が示唆された。
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 しかし,これまでのヒト腎炎組織での免疫組織学的研究では補体制御機構の存在する状況にお
 いても,補体とくにC5b-9が腎炎発症,進展過程に関与することが推測されている。そこで,次
 に膜性増殖性糸球体腎炎患者血清よりDEAEcelluloseカラム,ACA22カラムを用いて分離精
 製した補体経路の活性化持続因子であるC3nephriticfactor(C3-NeF)を用い96we11プレー
 ト中で静止期にある継代培養ヒトGMCに対して持続的なC5b-9刺激を加え,そのmitogenesis
 の変化を検討した。(4)ヒトGMCを2.5%正常ヒト血清(NHS)の存在下で培養した場合,C3-
 NeF添加群での3H-thymidine取り込みはコントロール群であるmonomericIgG添加群,無添
 加群に比較し,有意に増加していた。しかし,(5)2.5%C9欠損血清(C9dS)の存在下で培養し
 た場合には,このC3-NeF添加群での3H-thymidine取り込みの増加は見られなかった。〔6)非働
 化NHS,非働化C9dS存在下の培養でもC3-NeF添加群での3H-thymidine取り込みの増加は見
 られなかった。このことより,C3-NeFはC9依存性にヒトGMCのmitogenesisを促進すること
 が示され,C3-NeFは補体経路の活性化を持続させ,その結果形成されたC5b-9の持続的な刺激
 がCD59を有するヒトGMCの補体制御機構を凌駕し,そのmitogenesisを促進したと考えられ
 る。このことは,膜性増殖性糸球体腎炎■型で問題となるC3-NeFと活性化補体成分,とくに
 C5b-9のメサンギウム領域への沈着と組織学的に観察されるGMCの増殖との関連の一部を明ら
 かにするものと思、われる。
 ところが,このC3-NeFによる持続的C5b-9刺激は補体制御機構を凌駕した領域で認められる
 ために,(7)過剰な補体源(5%NHS)の存在下ではC3-NeF'添加群の3H-thymidine取り込み
 はコントロール群であるmonomericIgG添加群,無添加群に比べてむしろ抑制され,C3-NeF
 の存在のみから単純にGMCのmitogenesis,増殖状況を推測することは困難であることが示さ
 れた。今後この点に関してさらに過剰なC5b-9刺激とその細胞障害性作用,またAC5b-9刺激と
 補体制御機構の変化に関して定量的な検討を加えていく必要があると思われた。
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 審査結果の要旨
 慢性糸球体腎炎は難治性疾患のひとつであり,その治療にあたっては進展機序の解明が重要で
 ある。一方,この種の腎炎ではメサンギウム増殖が障害の根本にあり,免疫グロブリンとともに
 補体蛋白が増殖したメサンギウムに沈着するので,補体が果たす役割が重要であることも知られ
 ている。特に,膜性増殖性糸球体腎炎やループス腎炎では,腎障害部位での補体の消費を示唆す
 る低補体血症がしばしば認められることから,補体はその成因に深く関わっていると考えられる。
 しかし,補体がどのような機序でメサンギウム増殖に関与し,腎炎を悪化させるかという点につ
 いて,十分解明されていない。その理由としては,細胞の増殖や同定に関する技術的な問題のほ
 かに,補体には様々な成分蛋白があり,どのような組み合わせにより,この問題を明らかにすべ
 きか難しい点が上げられる。
 著者は,増殖性腎炎発症機序における補体の関与を明らかにすることを目的に,精製ヒト補体
 成分,特に活性型C5b-9が培養メサンギウム細胞にどのような影響を及ぼすかを検討した。
 本研究では,ラットあるいはヒトの24時間培養メサンギウム細胞に補体のC5からC9までの
 1a七ecomponentを順次加えること,さらに,補体活性経路を安定化するC3nephriticfactor
 を加えることなど,極めて独創的な方法により,メサンギウム細胞の増殖が促進されることを明
 らかにした。また,ラットメサンギウムとヒトメサンギウムにおける補体の反応様式の違いから,
 CD59のような補体制御蛋白がメサンギウム増殖によるヒトの糸球体腎炎では特異的な役害IIを担っ
 ていることを示唆する成績が得られた。このような研究発表は,従来ほとんどなく,世界的にも
 注目されており,十分学位に価することを認める。
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